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摘要 : 为了探讨机体对甲醛所致 DNA-蛋白质交联的修复能力 , 采用 KCl - SDS 沉淀法检测甲醛染毒后不同时间段

HepG2 细胞和小鼠肝细胞中 DNA-蛋白质交联的修复情况 . 实验结果表明 , 采用 75μmol·L- 1 甲醛染毒 HepG2 细胞 ,

在染毒 18h 和 24h 后 , 细胞内的 DPC 水平较染毒结束时发生了显著下降 ( p < 0.01 ) , 且与空白对照组相比无显著差

异 ; 由 3.0mg·m- 3 气态甲醛产生的 DNA-蛋白质交联在 12h 内可以得到明显修复 ( p < 0.01 ) , 并在 24h 内恢复到空白

对照水平 ; 经 20mg·kg- 1 液态甲醛染毒后 , 18h 时 DPC 含量与空白组相比有显著性升高 ( p < 0.01 ) , 在 24h 时 DPC 含

量与 18h 时相比有显著的下降 ( p < 0.05 ) , 且与空白组相比无显著差异 . 以上结果显示 : 甲醛所致肝细胞 DNA-蛋白

质交联能够得到修复 , 且 24h 内能够修复完全 .
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Abstract : To explore the repair process of DNA- protein crosslinks ( DPC) induced by formaldehyde , this study used KCl- SDS

assay to access the content of DPC in HepG2 cell line and the livers of purebred Kunming mice after exposure to

formaldehyde at times of 0h , 6h , 12h , 18h and 24h. The results showed that DPC, which was induced significantly by liquid

formaldehyde at 75μmol·L- 1 , could be removed significantly after 18 and 24 hours ( p < 0.01 ) , but not the case after 6 and

12 hours. DPC induced by gaseous formaldehyde at 3.0mg·m- 3 could be mostly removed within 12 hours ( p < 0.01 ) and

could be removed completely at 24 hours. DPC which was induced significantly after exposure to liquid formaldehyde at

20mg·kg- 1 ( p < 0.01 ) could be removed within 24 hours , and the repair process of DPC mostly happened at the period of

18 to 24 hours. In combination , these results suggested that the DPC induced by formaldehyde could be removed completely

in 24 hours.
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甲醛 ( formaldehyde , FA) 是一种常见的装修型

化学性室内空气污染物 , 也是一种内源性有机化

合物 .环境气态甲醛为无色、强嗅、具有强氧化性

的刺激性气体 , 其主要污染特征是 : 来源广、生物

毒性大、污染水平高、污染时间长等 . 甲醛具有遗

传毒性和致突变性 , 可以导致 DNA 链的断裂

( DNA strand breakage , DSB) 、DNA - DNA 的 交 联

( DNA- DNA crosslinks , DDC) 以及 DNA- 蛋白质的

交联 ( DNA- protein crosslinks , DPC) ( 图 1) ( Bunde

et al., 2000; Conaway et al., 1996; Kuykendall et al.,

1995) , 其中 DPC 在致癌性和致突变性中具有至

关 重 要 的 作 用 . 2004 年 世 界 卫 生 组 织 下 属 机

构———国际癌症研究中心 ( IARC)领导的工作小组

评估了甲醛致癌效应的相关研究报告后 , 将甲醛

确定为 1A 类物质 (人类致癌物 ) ( IARC, 2004) . 甲

醛所致的 DPC 对人体健康的危害极为严重 , 国外

对此虽然有所研究 , 但是对其在机体中的修复机

制却了解很少 , 且研究多局限于体外实验或者高

浓度的液态甲醛染毒 , 而对于低浓度的气态甲醛

和液态甲醛染毒的体内实验却涉及很少 . 本研究

采用 KCI- SDS 沉淀法从体内和体外两个方面来检

测低浓度的气态甲醛和液态甲醛染毒所致 DPC

的修复作用 , 以期更全面更系统地了解甲醛的遗

传毒性和致癌性 , 为制定安全的环境和职业浓度

标准提供更科学的依据 .

1 材料与方法 ( Mater ials and methods)

1.1 仪器与主要试剂

试剂 : 10%的福尔马林溶液 ( Sigma 公司 ) , 人

肝癌细胞系 HepG2 ( 新加坡南洋理工大学生命科

学学院 ) , RPMI 1640 培养基 ( Gibco) , 新生小牛血

清 ( Gibco) , 十二烷基硫酸钠 ( Merk 公司 ) , 蛋白酶

K ( Merk 公司 ) , Hoechst33258 荧光染料 ( Sigma 公

司 ) , 小牛胸腺 DNA ( Sigma 公司 ) , 其他试剂如

KCl、NaH2PO4、Na2HPO4、EDTA 均为国产分析纯 . 仪

器 : 4160- 2 型甲醛测定仪 ( Interscan 公司 ) , CO2 培

养箱 (日本岛津 ) , 超净工作台 (苏州净化科学仪器

厂 ) , 三用电热恒温水箱 ( 北京市长源实验仪器

厂 ) , 涡旋器 , 低温冷冻离心机 ( Eppendof- 5415R) ,

F- 4500 型荧光分光光度计 (日本日立 ) , WH- 2 型

小型智能环境气候舱 (武汉宇信科技开发有限公

司 ) . 用于染毒的甲醛气体采用仿真方案制备 , 即

采用 Sigma 公司生产的 10%福尔马林溶液原液 ,

配制成不同浓度甲醛溶液 , 置于 WH- 2 小型智能

型环境气候舱通气湿度发生装置中 , 通过环境气

候舱设定的恒定湿度参数 , 使之能稳定连续地输

出实验所需浓度的气态甲醛 . 舱输出甲醛染毒气

体的环境参数为 : 舱温度 ( 23 ±0.5)℃ ; 相对湿度

( 45 ±0.5) %; 气流量为 ( 1 ±0.01) L·min- 1. 气体的

甲醛浓度由 4160- 2 型甲醛测定仪测定 , 灵敏度为

0.012mg·m- 3, 准确度为±0.024mg·m- 3, 数字显示

读数 .

1.2 实验方法和材料

1.2.1 液态甲醛致 HepG2 细胞 DPC 修复试验

将 HepG2 细胞悬液分为染毒组和对照组 (细

胞数 1.5×106 个·mL- 1) , 然后向染毒组中加入甲醛

使其终浓度为 75μM ( 根据甲醛致 DPC 效应实验

和细胞毒性实验结果选定 ) , 并将细胞放入 5%的

CO2 细胞培养箱中 37℃孵育 1h. 取出染好毒的细

胞离心 , 去掉甲醛并用 PBS 清洗 2 次 , 再用新鲜的

培养基重悬细胞并分成 5 份 , 放入培养箱 37℃孵

育 0、6、12、18、24h, 然后分别进行 DPC 检测 , 观察

DPC 的修复情况 .

1.2.2 气态甲醛染毒致 DPC 修复试验

实验所用材料为湖北省预防医学院实验动物

中心所提供的 SPF 级昆明纯系雄性小鼠 , 体重 20g

左右 . 实验采用动态吸入式染毒 , 将 36 只小鼠随

机分为 6 组 , 1 个对照组和 5 个甲醛染毒组 , 每组

6 只 , 染毒组全部采用浓度为 3.0mg·m- 3 ( 23℃ )

(根据我国职业卫生标准 , 目前甲醛在工作场所的

最高容许浓度为 0.5mg·m- 3, 而在 2002 年之前为

3mg·m- 3) 的甲醛连续 72h 染毒 , 对照组也在同样

的染毒缸中吸入经过滤的新鲜空气 ( 甲醛浓度<

图 1 甲醛所致 DNA 交联的几种情况

Fig.1 DNA crosslinks induced by FA
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0.01mg·m- 3) , 染毒期间动物定时进食和饮水 ,每

天 2 次 . 小鼠染毒完毕后 0、6、12、18、24h 脱颈处

死 . 处死后迅速取出肝脏 , 用 PBS( pH = 7.5) 缓冲

液洗去表面血迹 , 再用眼科剪剪成糜状 ( 约 1mm3

的组织块 ) , 4 层纱布过滤 ; 将细胞滤液在 1500r·

min - 1 下离心 5min , 去掉上清液 , 用 0.5mL 的 PBS

( pH = 7.5) 缓冲液重悬浮细胞并调整细胞密度 ,

苔盼蓝排斥法检测细胞活力 , 细胞存活率大于

95%, 细胞密度为 105~106 个·mL- 1, 得到的肝细胞

悬液待用 .

1.2.3 液态甲醛致 DPC 修复试验

将 30 只昆明纯系雄性小鼠随机分为 5 组 , 1

个空白对照组和 4 个甲醛染毒组 , 每组 6 只 , 采用

腹腔注射的方法进行染毒 , 染毒组注射浓度为

20.0mg·kg- 1 ( 根据液态甲醛致小鼠 DPC 效应实验

选定 ) 的甲醛 , 对照组注射生理盐水 , 每天注射 1

次 , 每次 1mL, 连续 5 天注射 , 染毒组分别在最后

1 次注射完后 6、12、18、24h 脱颈处死 .染毒期间动

物自由进食和饮水 . 肝细胞悬液制备同 1.2.1.

1.3 DPC 的检测

DPC 采用 KCl- SDS 沉淀法 ( Kuykendall et al.,

1995; Zhitkovich et al., 1992; Chakrabarti et al., 1999;

刘英帅等 , 2004) 检测 , SDS 可以和 DPC 以及其他

的蛋白结合 , 而不和自由的 DNA 结合 , 在向样品

中加入 KCl 溶液时可使 DPC 和蛋白质沉淀下来 ,

而自由的 DNA 留在上清液中 . 将上清液转移后 ,

再向沉淀中加入蛋白酶 K 除去蛋白质 , 使 DPC 中

的 DNA 游离出来 , 并用荧光法测定此 DNA 的含

量 A 以及原液中 DNA 的含量 B, 计算 DPC 系数

! , 以此值表示 DNA 和蛋白质的交联程度 :
! ( %) = A/ ( A + B) ×100% ( 1 )

具体步骤如下 :

细胞的裂解 : 在制备好的肝细胞悬液中分别

加入 0.5mL 2%的 SDS 溶液并轻微振荡 , 然后在

65℃水浴中加热 10min , 待用 .

游离 DNA 的分离 : 从水浴中取出裂解好的

细胞 , 加入 100μL 溶于 20mmol·L- 1 Tris - HCl 的

1.0mol·L- 1 KCl ( pH = 7.5) , 将混合液 6 次穿过

1mL 的聚丙烯枪头 , 从而使 DNA 长度统一 . 然后

待混合液在冰上冷冻 5min 后 , 形成 SDS- K+沉淀 ,

再在 10000r·min- 1、4℃下离心 5min 收集沉淀 , 将

上清液转入另一离心管 ( 5mL) 中 . 沉淀中加入 1

mL 的清洗缓冲液 ( 0.1mol·L- 1 KCl , 0.1mmol·L- 1

EDTA, 20mmol·L- 1 Tris - HCl , pH=7.5) 以重悬浮 ,

65℃水浴加热 10min , 冰上骤冷 5min , 重复离心和

清洗步骤 3 次 , 每次均将上清液转入 5mL离心管中 .

DPC 中结合 DNA 的分离 : 最终的沉淀重悬

浮于 0.5mL 的清洗缓冲液中 , 然后加入 0.5mL 的

蛋白酶 K( 0.4mg·mL- 1, 溶于清洗缓冲液中配制 ) ,

50℃水浴 消 化 3h, 再 在 冰 上 骤 冷 5min , 然 后

12000r·min- 1、4℃下离心 10min , 收集上清液即为

DPC 中的 DNA.

DPC 的定量 : 先制作 DNA 浓度的标准曲线 :

用 清 洗 缓 冲 液 配 制 终 浓 度 分 别 为 0、100、300、

500、750、1000、1500、2000、3000、5000ng·mL- 1 的小

牛胸腺 DNA 标准液 , 紧接着加入 1mL 新鲜配制的

400ng·mL- 1 荧光染料 Hoechst33258, 使荧光染料的

终浓度为 200ng·mL- 1, 置于暗处 30min , 用 F- 4500

型荧光分光光度仪在 350nm 激发光和 450nm 发射

光下测得各浓度的荧光值 , 制备标准曲线 , 如图 2

所 示 , 回 归 方 程 为 : y = 2.4423 + 0.0028x, r2 =

0.9974. 将染色后的样品用 F- 4500 型荧光分光光

度计测定其荧光值 , 根据标准曲线来定量交联

DNA 和自由 DNA, 再计算 DPC 系数 ! .

1.4 实验数据的统计学分析

实验测得的各项数据用 Origin6.1 统计软件分

析并进行 t 检验和绘图 .

2 结果 ( Results )

2.1 液态甲醛所致人肝癌细胞系 HepG2 DPC的

修复实验

采用 75μmol·L- 1 甲醛染毒 HepG2 细胞 1h 后 ,

观察该细胞在 24h 内 DPC 的修复情况如图 3 所

图 2 DNA 浓度标准曲线
Fig.2 The standard curve of DNA concentration
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示 , 0h 时细胞内 DPC 水平和空白组相比显著升高

( p < 0.01) , 在对染毒细胞继续培养 6h 和 12h 后 ,

细胞内的 DPC 水平较染毒结束时没有发生显著

变化 , 当继续培养至 18h 和 24h 后 , 细胞内的 DPC

水平较染毒结束时发生了显著下降 ( p < 0.01) , 且

与空白对照组相比无显著差异 . 由此推断细胞在

染毒 18h 和 24h 后 DPC 基本修复至正常水平 , 该

细胞对 DPC 的修复可能主要发生在 12~18h 之间 .

2.2 气态甲醛所致 DPC 的修复实验

采用 KCl - SDS 沉淀法检测 3.0mg·m- 3 的气态

甲醛诱导生成 DPC 的修复实验结果见图 4. 实验

结果显示 , 经过 3.0mg·m- 3 的气态甲醛染毒后 , 0h

组肝细胞内 DPC 含量显著增加 ( p < 0.01) , 经过

6h 修复后 , 与 0h 修复组相比有显著性差异 ( p <

0.01) , 但与空白组相比 , 此时 DPC 还没有修复完

全 ; 经过 12h、18h 和 24h 修复后 , DPC 含量与 0h

相比有极显著的下降 ( p < 0.01) , 24h 时 DPC 含量

与空白组相比无显著差异 , 但 12h 和 18h 时 DPC

含量比空白组更低 , 且有显著差异 . 由此可知 , 气

态甲醛诱导生成的 DPC 在体内修复较快 , 在 12h

内基本上可以修复完全 , 24h 内可以恢复至机体

正常水平 .

2.3 液态甲醛所致 DPC 的修复实验

液态甲醛诱导生成 DPC 的修复实验结果见图

5. 实验结果显示 , 经过 20mg·kg- 1 的液态甲醛染

毒后 , 6h 和 12h 时小鼠肝细胞内 DPC 含量与空白

组相比没有显著性升高 , 而 18h 时与空白组相比

有显著性升高 ( p < 0.01) , 在 24h 时 DPC 含量与

18h 相比有极显著的下降 ( p < 0.05) , 且与空白组

相比无显著差异 . 由此可知 , 液态甲醛诱导生成

的 DPC 在 24h 内可以恢复至机体正常水平 , 且修

复主要发生在 18~24h 之间 .

3 讨论 ( Discussion )

在正常细胞中存在着一定量的 DPC, 这是

DNA 与核蛋白的正常联系或其代谢的结果 , 对维

持细胞的正常生理活动具有重要作用 , 当有外来

物理、化学因素作用时 , 则可诱导出过量的 DPC.

DPC 与其他 DNA 损伤相比 , 较难修复 ( Merk et

al., 2000) , 且 DPC 仅可发生在单链 DNA 上 , 表明

这种交联只能发生在 DNA 复制和转录期间 , 因此

DPC 的形成 , 必将对 DNA 的构象和功能 ( 复制与

图 4 气态甲醛致小鼠肝细胞 DPC 的修复
( **: p < 0.01, 与空白组比较 ; ##: p < 0.01, 与 0h 组比较)

Fig.4 Removing of DPC induced by gaseous formaldehyde
in mice liver cells

( ** : p < 0.01 , compared with control group ; ## : p < 0.01 ,
compared with 0h group)

图 3 液态甲醛致 HepG2 细胞系 DPC 的修复
( * *: p < 0.01,与空白组比较 ; # #: p < 0.01, 与 0h 组比较)

Fig.3 Removing of DPC induced by gaseous formaldehyde
in HepG2 cell lines

( * * : p<0.01 , compared with control group ; # # : p<0.01 ,
compared with 0h group)

图 5 20mg·kg- 1 液态甲醛致小鼠肝细胞 DPC 的修复
( **: p < 0.01, 与空白组比较 ; # : p < 0.05, 与 18 h 组比较)

Fig.5 Removing of DPC induced by 20mg·kg- 1 liquid
formaldehyde in mice liver cells

( ** : p < 0.01 , compared with control group ; # : p < 0.05 ,
compared with 18h group)
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转录 )产生严重的影响 ( Voitkun et al., 1999) , 并在

其复制过程中容易造成某些重要基因 (如抑癌基

因 ) 的丢失 , 导致肿瘤或某些严重疾病的发生 . 可

见 DPC 过度增加是一种病理现象 , 是 DNA 分子的

一种严重的遗传损伤 .

早在上世纪 70 年代 , 即有学者发现甲醛可导

致 DPC 的产生 . 其后 , 由于人们逐渐认识到 DPC

在甲醛遗传毒性中的重要地位及其导致的严重后

果 , 甲醛与 DPC 关系的研究报导也逐年增加 . 大

量的体内和体外实验表明 , 甲醛引起的 DPC 在多

种类型的细胞中广泛存在 ( Conaway et al., 1996;

Zhitkovich et al., 1992; Merk et al., 1998; 1999;

Casanova et al., 1989; 1991; 1994; Shaham et al.,

1996; 1997; 2003) . Casanova 等进行了相关的体内

实验 , 证实急性甲醛吸入可诱导大鼠和恒河猴鼻

粘 膜 DPC 的 形 成 ( Casanova et al., 1989; 1991;

1994) . 同时 , 他们认为甲醛是具有高度水溶性和

化学活性的物质 , 吸入过程中大部分甲醛会在上

呼吸道接触部位沉积和吸收 , 因此甲醛所导致的

DPC 只可能在接触部位形成 . 而 Shaham 等在体内

实验中发现 , 暴露于甲醛的工人外周血淋巴细胞

和白细胞中可以检测到高出非暴露工人水平的

DPC, 而且暴露年限与 DPC 水平之间存在线性关

系 , 因此他们认为 DPC 可作为甲醛职业暴露的生

物标志物 ( Shaham et al., 1996; 1997; 2003) . 目前 ,

甲醛导致 DPC 的效应及其危害已被广泛认同 , 但

是对于甲醛是否可在体内导致非靶细胞 DPC 形

成上仍存在争议 .

甲醛是醛类化合物中最简单的小分子 , 其毒

性效应的一个重要方面是源于它的羰基亲电性和

较小的空间位阻 , 使其易于与核酸和蛋白质发生

交联 . 在体内或体外甲醛先与蛋白质或核酸上自

由的氨基反应生成不稳定的羟甲基加合物 , 然后

再进一步与核酸或蛋白质反应形成稳定的交联

物 . 甲醛主要引起 DNA 和组蛋白的交联 , 该过程

是甲醛先快速和组蛋白反应 , 然后再和 DNA 环外

的氨基结合形成 DPC, 主要涉及到组蛋白赖氨酸

的 ε- 氨基和 A/G 碱基的环外氨基 , 其主要结构

为 : histone - NH - CH2 - NH - DNA ( Renee et al., 2000;

Quievryn et al., 2000) .

甲醛所致的 DPC 对人体健康的危害极为严

重 , 一般认为甲醛所致的 DPC 在机体内是较难修

复的 . 本研究从体外和体内 2 个方面研究了甲醛

所致 DPC 的修复情况 . 研究结果显示 , 75μmol·L- 1

的液态甲醛致 HepG2 细胞中所产生的 DPC 在 18~

24h 能够基本修复至正常水平 ; 3.0mg·m- 3 的气态

甲醛在小鼠肝中诱导生成的 DPC 修复较快 , 在

12h 内基本上可以修复完全 , 24h 内可以恢复至机

体正常水平 , 其中 12h 和 18h 的 DPC 水平比空白

还要低 , 推测其原因可能是 3.0mg·m- 3 的气态甲

醛浓度太高 , 抑制了小鼠体内 DPC 合成酶的活

性 , 使 12h 和 18h 的 DPC 合成量低于空白水平 ;

20mg·kg - 1 的液态甲醛在小鼠肝中诱导生成的

DPC 在 24h 内可以恢复至机体正常水平 , 且修复

主要发生在 18~24h 之间 . 这些结果均说明甲醛所

致 DPC 能够修复 , 且 24h 内能够修复完全 .

国外相关研究也发现机体内 DPC 能够得到有

效修复 . Speit 等对人类正常细胞和 2 种修复缺陷

型细胞内 DPC 清除效应进行了研究 , 结果发现 3

种细胞在 24h 内都可以将 DPC 完全清除掉 ( Speit

et al., 2000) . Quievryn 和 Zhitkovich 采 用 人 肾

Ad293、肺 A549 和 HF/SV 成纤维细胞系对 DPC 修

复能力进行了研究 , 发现 DPC 在这 3 种细胞中的

半衰期平均为 12.5h (范围是 11.6～13.0h) ( Quievryn

et al., 2000) . Heck 和 Casanova 在其综述中指出 ,

DPC 可以在 24h 内被修复且不会在细胞内积累

( Heck et al., 2004) . 但也有个别研究显示 , 甲醛

所致的 DPC 可在体内积累 , 并随暴露年限的增加

而增加 ( Shaham et al., 1996; 1997) .

那 么 甲 醛 所 致 的 DPC 是 怎 么 修 复 的 呢 ?

Quievryn 和 Zhitkovich 通过对比体内和体外 DPC

的降解速度发现细胞内存在有活性的修复机制 ,

且该机制与蛋白水解酶复合体有关 ( Heck et al.,

2004) . 然而 , 蛋白水解酶复合体仅能水解与 DNA

结合的蛋白 , 并不能切除亚甲基及由亚甲基桥联

的赖氨酸残基 . 酪氨酸特异性的 DPC 修复酶 -

TDP1 ( Tyrosyl - dna phosphodiesterase 1) 的发现为我

们提供了一种机制 . 在拓扑异构酶Ⅰ参与生物体

正常生理功能时 , 它与 DNA 形成酪氨酸残基 - DNA

交联 , 最后残余物可被磷酸二脂酶 TDP1 清除

( Takashima et al., 2002) . 我们推测在甲醛所致的

DPC 修复中 , 存在能切除与 DNA 相连的赖氨酸残

基或短肽的 DPC 修复酶 -赖氨酸 DPC 修复酶 .
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